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Abstract: Subcutaneous inoculation of Pseudomonas aeruginosa， either mucoid type or 
non-mucoid type， 72h before a lethal infection with Listeria monocytogenes induced anti-
listerial resistance in mice. N on-mucoid P. aeruginosa was more efficient in inducing the 
resistance than mucoid. Formalin， acetone， or heat-ki1ed cells of P. aeruginosa induced the 
protection as effective in as did viable organisms of P. aeruginosa. Endotoxin low-respon】
der C3HjHe] mice were not protected from listerial lethal infection by this treatment. 
These results indicate that anti-listerial resistance conferred by P. aeruginosa is attributed 
to lipopolysaccharide (LPS). This resistance was adoptively transferred to naive mice by 
peritoneal cells from the mice pretreated intraperitoneally with heat-ki1ed P. aeruginosa. 
These peritoneal cells were able to produce tumor necrosis factor一αuponstimulation with 
heat-ki1led L. monoりtogenesand also to exhibit enhanced phagocytic activity. Macro-
phages are predominant in the peritoneal cells， as determined by the negative selection. 
Moreover， endogenousinterferon一γCIFN一γ)，which is a strong macrophage activator， was 
induced to a significant extent in the bloodstream of mice pretreated with P.αeruginosa 72h 
after infection with L. moηocytogenes. Pretreatment with monoclonal anti IFNγantibody 
resulted in significant reduction in anti-listerial resistance conferred by P. aeruginosa. 
Thus， it is assumed that peritoneal macrophages stimulated by LPS of P. aeruginosa could 
be fully activated by IFN一γproducedupon listerial infection， thereby exerting high 
magnitude anti -listerial activity. 
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Pseudomonas aeruginosaによる生体防御調節機構 ( 57 ) 

























2 菌株:P. aeruginosa YM(mucoid型〉及びN-42
(non-mucoid型)， L. monoのtog仰 esEGD， Sal丹wnella
typhimurium LT-2を用いた. EGD株の ICRマウス及
びC3H/HeNマウスに対する LD50はそれぞれ 10'及び
5 X 103 colony forming unit(CFU)， LT-2株の ICRマ
ウスおよびC3H/HeNマウスに対する LD50はそれぞれ
103及び 5x102CFUであった. EGD株及びLT-2株は
tryptic soy broth (Difco社〉で 3TC， 4 -5時間振とう
培養したものを， YM株およびN-42株はmucoid産生
用培地(1 % Bactopepton， 2 %グノレコン酸ナトリウム
含有培地7))で 18-20時間振とう培養したものを用いた.
3. 培養液:腹腔浸出細胞の培養にはEagle mini-
mum essential medium (MEM) (Flow Laboratories， 
Scot1and)に10%牛胎児血清， 20 mM  HEPES， 3.0 mg/ 
ml NaHC03， 0.3 g/l Lーグルタミン， 100 u/ml penicil1in 
G，50μg/ml streptomycinを添加したものを用いた.
4. 臓器内菌数の測定:EGD感染マウスより無菌的
に稗臓を摘出し， 0.5 %サボニン入り生理食塩水 1ml中
でhomogenizer(REI ELECTRIC CO.， L TD.)を用いて
牌抽出液を作製し，段階希釈したものを tryptic soy 
agar plate上に塗抹，3TC18-24時間培養後にコロニー
数を測定し，臓器内菌数を CFU量で算出した.






















出回 Ph巴nol-Wat巴r法13)にて N-42株より LPSを抽出.
またさらにRNase(最終濃度2μg/ml，Sigma社製〕を




7. Adoptive cel1 transf巴rt巴st:non-mucoid型N-
42株の加熱死菌体約 2.5X10'個を C3H/HeNマウスに










の測定 non-mucoid型 N-42株の加熱死菌体約 10'{闘
をICRマウスの腹腔内に投与し， 3日後前述の方法にて
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腹腔浸出細胞を回収し，培養液にて 5X10'/mlの濃度に 間， 48時間， 72時間後に腹部大動脈より採血し，分離し
調整して用いた.腹腔浸出細胞浮遊液 400μlをキュベッ た血清を用いて， Inter Test-yTM Mous巴 INF-ykit 
トにとり ，3TC 5分間前加温後，ノレミノール液(ベーリン (Genzyme社製)， Factor-Test Mouse TNF-a kit 
ガ一社製)2X10-3Mを30μl添加し，次にオプニソン化 (Genzyme社製〉および Murine GM-CSF Elisa kit 
ザイモザン(SigmaChemical社製ザイモザンを健常人 (Endogen社製〕により IFN-y，TNF-aおよび GM
新鮮血清にてオプソニン化)170μlを加えよく混和した CSF量を測定した.
後直ちにノレミフォトメーター TD4000(ラボサイエンス





ウスに non-mucoid型 N-42型株の加熱死菌体約 10'個
を腹腔内投与し 3日後回収した腹腔浸出細胞， 10%プロ
テオース・ベプトン 2mlを投与して誘由した細胞，L.




液を 500μlづっ加え，3TC 5 % CO，インキュベーター内
で2時間プレート底面に接着させた後，培養液を交換し
非付着細胞を除去した.これに EGD株の加熱死菌体を




10. Tumor necrosis factor(TNF)の測定:96穴マ
イクロプレートに L929(マウス線維芽細胞〉を 100μl
( 2 X 104/well)分注し， 9.で、得たサンフツレを 100μlづっ
添加し， 48時間後の生存 L929細胞数を CellTiter 96™ 
N on radioactive Cell Proliferation/Cytotoxicity 
Assay System(生化学工業〉を用いて測定した.
11. 抗体の作製:抗TNF-a抗体はマウスリコンビ




た.γーグロプリン量は Prot巴inassay kit(Bio Rad社製〉
を用いて測定した.
12. 血清中の Interferon-γ (IFN一γ)，TNF-aおよ
びGranulocyte-macrophage-colonystimulating fac-
tor(GM -CSF)の測定目 non-mucoid型 N-42株の加熱
死菌体約 5X 108個を C3H/HeNマウスの背側皮下に接
種し 3日後 L.monocytogeηesEGD株 10'CFU量で腹
腔内攻撃し 2時間 4時間 6時間， 12時間， 24時
結 果
1. P. aeruginosa局所感染の L.monoりtogenesに対
する感染防御に及ぼす影響












P. aeruginosa 2株のうち L.monocytogenesに対して
著しい抵抗性を付与した non-mucoid型 N-42株で上述
と同様の前処置を ICRマウスに行い 3日後L









monocytogenes EGD株 10'CFU量で腹腔内攻撃し， 14 





4 . P. aeruginosa死菌体の L.mo問。cytoge招esi.こ対す
る感染防御に及ぼす作用
non-mucoid型 N-42株のホルマリン死菌体，加熱死
菌体，アセトン死菌体をそれぞれ約 5X 108個 ICRマウ
スの背側皮下に接種し 3日後 L.monocytogenes EGD 



















Days after infection 
Fig. 1. P. aeruginosa (non-mucoid and mucoid type)ーinducedresistance to a 1巴thal
challeng巴withL. monocytogenes EGD. Groups of 7 normal (0)， Non-mucoid 
typ巴 P.aeruginosa-treated (.) or Mucoid type P. aeruginosa-treated (...) 
mice reci巴ved10' EGD intraperitoneally 3 days after treatm巴nt. The same 
巴xperim巴ntswere r巴peat巴dthree times and results were expressed as the mean 
of them. 
10 
Tabl巴1.Mouse protection against reinfection with 
L. monocytoge四es
Survival rate (%) 
(14 days after 
reinfection) 
L.刑問フcytog，仰esL. monocytogenes 
(5 x 10'ip) (5 x 10'ip) 
L間onocytogenω
(5 x 10'ip) 
The same巴xperimentswere repeat巴d3 times and 






























LPS low responderである C3H/HeJマウスおよび
LPS responderである C3H/HeNマウスに non-
mucoid型 N-42株の加熱死菌体 5X 108個で前処置を行
い，L. monocytogenes EGD株 10'CFU(500LD50)量或L、
は 5x 105CFUClOO LD50)量で腹腔内攻撃したところ，
C3H/HeNマウスではいずれも EGD株接種後 14日目
1st infection R日nfecti口
(day3) (day 14; 
A.p.目仰向Ig問 osaL。間onoのtOf[enesL.問onoりtog，側何
viable cels (10'ip) (5 X 16'ip) 










































2 3 q 
Days after infection 
Fig. 2. Growth of L. monoりtogenesEGD in sple巴nof P. aeruginosa Cnon-mucoid 
type)-treated mice after an ip inoculation with 106 organisms. Th巴 bars
indicate the rang巴 ofcounts 
o : Control Cnormal mice) ・:P. aeruginosa (non-mucoid type)-treated mic巴
6 5 
3 
Table 3. Protection of C3H/HeJ mice against infec凹
tion with L. monoのtogenes
Challeng巴dose Survival rat巴(%)
of at 14 days 
L. monocyto吾enes postinfection 
Groups of mic巴
treated with : 
Heat-killed 
p.αerugznosa 
(5 x 10'ip) 
Table 2. Prot巴ctiveactivity of various kil巴d-P.aer. 
uginosa pr巴parationsto a lethal challenge 
with L. monocytogenes 
Survival rat巴(%)














率を， LPS 20μg接種群は 40%の生存率を認めた
CTable 4). 





P. ae附 ginosa(5 x 10') 
B. Heat-killed 
P. aerugiηosa (5 x 10') 
C. Acetone-killed 
P. ae門Iginosa(5 x 10') 
D. Viable 
P. ae門Iginosa(5 x 10つ
E Saline 0 
Each group consisted of 5 mice. 
Primary infection was done with 106 CFU of L. 
monocytogenes 3 days aft巴rtreatment. 
Reinfection was done with 107 CFU of L. 
monoりtogenes14 days after the primary infection. 
Survival rate (%) 











Pseudomonas aeruginosaによる生体防御調節機構 ( 61 ) 
なく，細胞外増殖菌との中間に位置していると言われて で誘導した腹腔浸出細胞を抗マクロファージ抗体および
いる S.わ少himuriumを用いて non-mucoid型 N-42株 補体で処理した後にトリパンブノレーで染色し，マクロフ
の加熱死菌体による前処置の効果が見られるかを検討し ァージの比率を算定したところ，その純度は約 75%であ
た(Fig.3).前処置3日後の ICRマウスに LT-2株 10' った.
CFU 000 LD，o)量で腹腔内攻撃した場合， 20%の生存し 9. CLによる活性酸素産生能の測定
か認められず，さらに C3H/HeNマウスを加熱死菌体で non-mucoid型 N-42株の加熱死菌体を用いて誘導し
前処置したときには， LT-2株 104CFU(20LD，o)量に対 た腹腔浸出細胞のノレミノーノレ依存性化学発光による活性
して，わずかに延命効果が見られるのみで有意の抵抗性 酸素の産生量は，プロテオース・ベプトンで誘導した腹
の獲得は認められなかった. 腔浸出細胞のそれに比べ約 7倍の peak値を示し，活性
8. Adoptive cel1 transferーによる抵抗性の伝達 酸素が著明に産生されているのが認められた(Table6). 
non-mucoid型 N-42株の加熱死菌体で、誘導した腹腔 10. P. aeruginosaの加熱死菌体誘導腹腔浸出細胞の
浸出細胞を移入した群で、はL.monoのtogenesEGD株感 TNF-a産生能
染後 14日目の生存率は 85.0%であり， EGD株に対する non-mucoid型 N-42株の加熱死菌体で誘導した腹腔
抵抗性が伝達された(Tabl巴 5).プロテオース・ベプトン
で誘導した腹腔浸出細胞を移入した群では 22.6%の生 Tabl巴 5.Adoptive protection by peritoneal cel1s 
存を認めたなお， non-mucoid型N-42株の加熱死菌体 I Survival rate (%) 
Tabl巴 4.Effect of P. aeruginosa-LPS on r巴sistancein 
ICR mice to a lethal chal1巴ngewith L 
monocytogenes 
Groups of mice 
Survival rate (%) 
at 12 days 
postinfection 
A. LPS (100μg) 




Mic巴 wer巴 chal1enged ip with 10'CFU of L. 
monocytogenes EGD 3 days after treatment with P. 
aeruginosa-LPS 














Cha II enged wi th 
105 CFU of L T2 
5 10 
Days after infection 









The same experiments were repeated 3 times and 
r巴sultswere expr巴ssedas the mean 1: SD of them. 
Donors were given 2.5 X 109 of h巴at-killed cel1s 
intraperitoneal1y 3 days before passive c巴1transfer. 
Recipients were infected with L. moηocytogenes EGD 





Cha I I enged 
with 104 









15 5 10 
Days after infection 
Fig. 3. P. aeruginosa (Heat-killed cel)-induced resistance to a lethal chal1巴ng巴withS. 
typhimurium LT2. Groups of normal (0) or P. aeruginosa-pretreated (・)mice 
were chal1enged with S. t~ρhimurium L T2 3 days later 
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Table 6. Chemiluminescence of P. aeruginosa-
induced mouse peritoneal cells 
Cells from mice 
treat巴dwith ・






※ Mice wer巴given0.2 ml (09) of heat-killed cells 
or proteose peptone intrap巴ritoneally72 hr ear 
lier. 


































Table 7. TNF-a production in culture supernatant 
fluids of peritoneal cells after stimulation 
with heat-killed L. monocytogenes 




(Hea t-killed cel) 









PEC were stimulated with h巴at-killed L. 
monoのtogenesfor 48hr. 
TNF-a activity were measured by the bioassay. 
Each assay was done in triplicate. 
Table 8. Effect of anti-IFN-y and anti-TNF-a anti司
body on mouse protection to L. 
monoのtogenesby heat-killed ρ目 aeruginosa








Survival rate (%) 





Mic巴 werepretreated with heat-killed P. aer-
問ginosa(5 x 10's. c) 3 days before the chal1enge of 
L. monoりtogenes (lO'CFU). Antibody was 











産生する mucoid型より alginat巴を産生しない non-
(63 ) Pseudomonas aeruginosaによる生体防御調節機構
Treated with 
heat-killed P.aeruzinosa 
( a ) 
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" 8 7 2 
Hours 8fter nfection 
Fig. 4. Quantitation of IFN-γ(a)， TNF-(b)， GM-CSF(c) in the blood of mic巴 followingL. monocytogeηes 
infection by ELISA. 













































































































2. LPS-Low responderである C3H/HeJマウスに
はP目 aerugznosa前処置による L.monoのfogenesに対
する抵抗性の増強は認められなかった.






5 . P. aeruginosaの加熱死菌体を用いて誘導した腹
腔浸出細胞は，ノレミノーノレ依存性化学発光による活性酸
素の著明な充進を認めた.
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